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以下本文記載
論文内容の要旨
遊離アミノ酸および中間代謝物質の
13C標識情報に基づく代謝フラックス解析に関する研究
再生可能なバイオマス資源から、有用物質を生産する微生物発酵プロセスを実用化するに
は、微生物内部の代謝を改変し、生産性や生産収率を向上することが必要である。そこで、
微生物内部の代謝状態を解析する手法として、代謝流量を測定する 13C 代謝フラックス解析
法が開発されてきた。本法は 13C 標識した炭素源で微生物を培養し、タンパク質中のアミノ
酸に取り込まれた 13C 標識濃縮度から、フラックス分布を推定する。しかし、タンパク質中
アミノ酸の 13C 標識が定常に達するまでに長時間要することから、本法は回分培養や流加培
養など代謝状態が短時間で変化する系には適用できなかった。そこで、本研究では、代謝フ
ラックスの経時的な変化を測定することを目指し、より標識時間が短い 13C 代謝フラックス
解析法の開発を行った。 
本学位論文は第 1 章から第 4 章より構成される。第 1 章では、本研究の背景と目的につい
て記述した。第 2 章では、遊離アミノ酸を利用した代謝フラックス解析法を開発した。タン
パク質合成の原料となる遊離のアミノ酸には、13C 標識がより速くとりこまれると考えられ
る。そこで、酸素利用量のみ変えた 3 条件下で、大腸菌を連続培養し、13C 標識を開始後、
経時的に菌体を回収し、タンパク質由来アミノ酸と遊離アミノ酸サンプルを調製した。アミ
ノ酸の 13C 濃縮度は GC-MS を用いて測定した。その結果、最も好気条件で培養した大腸菌
では、標識開始 1 時間後で 13C 標識が定常に達していた。標識開始 1 時間後の遊離アミノ酸
の 13C 濃縮度のデータから推定したフラックス分布は、従来法（標識時間 25 時間）の結果
と一致した。遊離アミノ酸を用いることで大幅に標識時間を短縮できた。第 3 章では、代謝
フラックスの経時変化を連続的なスナップショットとして測定することを目的とした。その
ために、より標識時間が短いと考えられる、中間代謝物質の 13C 濃縮度を用いた代謝フラッ
クス解析法を開発した。ホスホグルコース異性化酵素遺伝子の発現を IPTG によって誘導可
能な大腸菌株を、連続培養し、途中で IPTG を培地から抜いた。経時的に菌体をサンプリン
グし、抽出した中間代謝産物の 13C 濃縮度を CE-MS を用いて測定した。その結果、ホスホ
グルコース異性化酵素遺伝子の発現低下にともなう代謝フラックスの経時的な変化を、30
時間にわたって 30 分間隔で測定することに成功した。また、第 4 章では実生産における発
酵プロセスへの本法の適用可能性について議論した。 
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論文審査の結果の要旨 
 
微生物の代謝反応を用いた生産プロセスにおいては、微生物内部の代謝を改変し、生産性や生産収率を向上す
ることが重要である。微生物の代謝状態を解析する手法として、代謝物質の流量を測定する13C代謝フラックス解
析法が開発されてきた。従来、13C標識した炭素源を用いて微生物を培養し、タンパク質中のアミノ酸に取り込ま
れた13C標識濃縮度から、代謝フラックス分布を推定する方法が用いられてきた。しかし、タンパク質中アミノ酸
の13C標識濃縮度が定常に達するまでに長時間を要することから回分培養や流加培養など代謝状態が短時間で変
化する系には適用できないという短所を有していた。本研究では、代謝フラックスの経時的な変化を測定するこ
とを目指し、より標識時間が短い遊離アミノ酸や中間代謝物質の13C標識濃縮度を計測することで適用範囲の広い
13C代謝フラックス解析法の開発を行うことを目的としている。 
本学位論文は第1章から第4章より構成されている。第1章では、本研究の背景と目的について記述している。第
2章では、遊離アミノ酸を利用した代謝フラックス解析法を開発している。酸素利用量を変えた3条件下で、大腸
菌の連続培養を行い、13C標識グルコースを流入開始後、経時的に菌体を回収し、タンパク質由来アミノ酸と遊離
アミノ酸の13C標識濃縮度をガスクロマトグラフ質量分析計（GC-MS）により測定している。その結果、最も好気
的な条件で培養した大腸菌では、標識開始1時間後において13C標識濃縮度が定常に達していた。標識開始1時間後
の遊離アミノ酸の13C標識濃縮度のデータから推定したフラックス分布は、従来法（標識時間25時間）の結果と一
致することが見出されている。これにより、遊離アミノ酸を用いることで大幅に標識時間を短縮できることが実
証されている。第3章では、代謝フラックスの経時変化を連続的なスナップショットとして測定することを目的と
している。遊離アミノ酸より、さらに標識時間の短い中間代謝物質の13C標識濃縮度を用いた代謝フラックス解析
法を開発している。IPTGによってホスホグルコース異性化酵素遺伝子の発現誘導が可能な大腸菌株を連続培養し、
途中でIPTG濃度を希釈する連続培養系において、経時的に菌体をサンプリングし、抽出した中間代謝産物の13C標
識濃縮度をキャピラリー電気泳動質量分析計（CE-MS）を用いて測定している。その結果、ホスホグルコース異性
化酵素遺伝子の発現低下にともなう代謝フラックスの経時的な変化を、30時間にわたって30分間隔で決定するこ
とに成功している。第4章では発酵プロセスへの本法の適用可能性について議論している。 
 このように，本論文では，物質生産のための細胞の代謝フラックス解析において遊離アミノ酸や中間代謝物質
を用いた方法についての開発を行い、その有用性について述べており、情報科学と生物工学の融合領域において
重要な貢献をもたらすものである。よって、博士（情報科学）の学位論文として価値あるものと認める。 
 
 
 
 
 
 
